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La presenile invention sc rapper te A une 
composition cosmetique ou. pha rraaceu tique pour 
5 application cutanee, contenant un compost apte a 
liberer deux substances actives par action de cleux 
activates enzyma tiques, les activites 

glucocerebrosidase et esterase , ceci a partir d' un 
gluco-conjugue . 

10 II a ete verifie apres sur-expression de la P~ 

Glucocerebrosidase cutanee que cette enzyme etait bien 
capable de reconnaitre et d'hydrolyser de tels gluco- 
conjugues permettant ainsi un relargage lent de la 
substance active, sans effet d' accumulation . 

15 La strategie des bio-precurseurs a ete 

precedemment utilisee pour la liberation d'actifs dans 
deux cas precedents : 

- liberation de retinol a partir de son ester 
avec i'acide palmitique sous 1' action de l'activite 

20 esterase de la peau (J. Boenlein, et al. 
Characterization of esterase and alcohol dehydrogenase 
activity in skin. Metabolism of retinyl palmitate to 
retinol (Vitamin A) during percutaneous absorption. 
Pharm. Res. 11, 1155- 1159 (1994). 

25 - liberation de vitamine C a partir d' un gluco- 

conjugue sous 1' action dans ce cas d'une activite 
giucosidase {brevet FR-2 715 565) . 

Les derives retinoiques sont aujourd'hui utilises 
en dermatologie dans differences indications comrae le 

30 psoriasis ou ichtyose, ou bien pour obtenir une 
depigmentation de la peau (reduction de la melanogene.se 
sous 1' action de la vitamine A) ; des applications 



2 



contre le vieillissement de la peau sont egalement 
recherch^es . 

Cependant 1 ' ut:i ligation cies derives reti.nolquezj 
par voie topique se heurte a un certain nombre de 
5 di f f icul.tes, du fait du manque de stabilite dans le 
temps et. a la lumiere de ces derives, de 1' irritation 
resultant de sur-concentrations locales ainsi que d'une 
faible penetration de ces derives au travers de la 
couche cornee. Ce dernier inconvenient est du a la 

10 grande lipophilie de la substance qui deposee sur la 
peau est en fait en grande partie eliminee avec la 
desquamation. Par ailleurs, les effets secondaires 
(apparition de rougeurs, irritation, oedeme et 
desquamation excessive) en limitent 1' utilisation a des 

15 patients reellement motives, tels ceux affectes d'une 
acne opiniatre . 

D'ou 1' interet de la presente invention 
d' amelioration de la bio-disponibi 1 i te de l'actif sous 
forme d'un complexe ternaire glucose-espaceur-acti f , a 

20 penetration facilitee et done utilisable en faible 
quantite, evitant ainsi les effets nefastes de sur- 
concentrations locales, responsables des intolerances. 

La presente invention concerne un complexe 
glucosyle ternaire, bioprecurseur d'au moins un 

25 principe actif retinoique, en particulier l'acide 
retino'ique, destine a une application percutanee, de 
formule (I) 




(D 



dans laquelle 
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E represente un groupement espaceur hydrocarbone 
lin6aire, rami fie ou cyclise, de caractere 
aliphatique ou aromatique pouvant contenir un ou 
plusieurs he teroa tome ( s) d'oxygene et pouvant porter 
5 un ou plusieurs groupe(s) carbonyle, 

A repr6sente un reste d' une molecule dudit principe 
actif retinolque, lie au groupement espaceur par une 
fonct ion carboxyla te, 

- n - 1 ou 2. 

10 

Selon une autre caracteristique de 1' invention, 
dans le complexe de formule I, le groupement E 
represente un groupement dote d' une activite 
pharmaceutique et/ou cosm^tique complement aire, en 
15 particulier d' une activite d' hydra tat ion, de 
depigmentation, et/ou d'une activite antibacter ienne . 

En particulier, le groupement E peut representer 
un groupement derive du glycerol L ou D, de 
1 ' hydroquinone, ou de f lavono'ides , en particulier de 
20 flavonoldes d'origine naturelle. 

A titre d' exemple particulier de complexe 
glucosyle selon 1' invention, on mentionnera : 
le para-retinoyl-phenyl-glucopyranoside, 

- le diretinoyl-1, 2-propanyl -glucopyranos ide , 
25 - le retinoate de daidzine, et 

le retinoate de genistine. 

La presente invention s' etend egalement a des 
compositions pharmaceu tiques ou cosmetiques a usage 
30 topique, contenant un complexe glucosyle tel que defini 
precedemment, associe a un vehicule approprie pour 
1' administration percutanee. 



Conformement a la presence invention, lorsque 
ladite composition est appliquee sur la peau, le 
complexe subit une double hydrolyse ensymci L ique, 
d'abord de type P-glucocerebrosidase conduisant a 
1'hydrolyse entre le glucose et ie groupement espaceur, 
puis de type esterase conduisant a 1'hydrolyse entre le 
groupement espaceur et le principe actif, ce dernier 
etant ainsi libere de facon retardee sans effet 
d' accumulation dans les differentes couches de la peau. 

Avantageusement, la composition selon 1' invention 
contient de 0,001 a 10% en poids, de preference de 0,01 
a 0,1% en poids de complexe glucosyle par rapport au 
poids total de la composition. 

La ... presente invention s'etend egalement a un 
procede , pour la preparation des • compd-exes -. glucosyles 
precedemment definis, qui se caract6rise en ce que l'on 
fait reagir un compose de formude <I I 




avec le principe actif sous forme de chlorure d'acide. 

Selon une autre caracteris tique de 1' invention, le 
compose de formule II repond a la formule plus precise 
Ha suivante 




Selon une autre caracteris tique , le procede de 
formule II repondant a la formule lib suivante 
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Enfin selon une derniere caracteris tique de 

1' invention, le procede implique la reaction entre ies 

composes de formule II, Ila ou lib avec le chlorure de 
5 retinoyle. 

Le complexe glucose-espaceur-actif / apres rapide 
migration dans les premieres couches de l'epiderme du 
fait de son caractere d'amphiphile est reconnu en tant 
10 que pseudo-subs trat par les deux activites enzymatiques 

impliques : p-glucocerebosidase (EC 3.2.1.45) 

responsable de l'hydrolyse entre glucose et espaceur, 
puis esterase responsable de la seconde hydrolyse entre 
espaceur et actif. Bien entendu l'espaceur peut lui 

15 meme etre choisi en tant qu'actif : ceci est realise 
ici en utilisant 1 ' hydroquinone comme espaceur, lui 
meme actif en tant que depigmentan t , ou ant ibacter ien . 
Deux effets conjugues sont ainsi obtenus a partir d' une 
formulation unique. 

20 II a ete demontre que les gluco-con j ugues decrits 

dans 1' invention permettent une reelle stabilisation 
des actif s retinolques ainsi qu'une tres bonne 
penetration : alors que des derives trop lipophiles 
comme l'acide retinoique ou la vitamine E (a- 

25 tocopherol) s'accumulent dans les couches superieures 
du stratum corneum apres application topique et sont 
elimines par desquamation, leurs gluco-con j ugues au 
contraire inclus dans un meme excipient, sont retrouves 
pour partie (partie non encore hydrolysee) au sein des 

30 couches superieures et aussi inferieures du stratum 
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corneum, et ceci plusieurs jours apres leur 
application . 

La conception de ces gluco-con jugues en cant que 
pseudo-substrats diriges vers V activity p- 
5 Glucocerebrosidase pour ia premiere hydrolyse est 
justifiee par plusieurs facteurs : 

- cette enzyme est accessible depuis la surface 
cutanee comme cela a ete montre par application topique 
d'un inhibiteur specifique (W. M ; Hclleran, P. M 

10 Elias. J. Lipid. Res. 1994, 35. 905) ; 

- cette activite enzymatique preponderante dans 
la formation des lipides de la surface cutanee (40% des 
lipides resultent de cette activite) est bien conservee 
d'une par entre sujets et d' autre part au cours du 

15 cycle des saisons ; 

- dans les conditions utilisees dans la presente 
invention/ cette activite est suffisante, puisque 
superieure a 1' activite esterase (exemple 1). 

20 Cette enzyme a done ete sur-exprimee ; cela a 

permis de determiner les parametres cinetiques des 
substrats par rapport a une reference. Des valeurs sont 
donnees a titre d' exemple pour 2 conjugues, l'un a 2 
1' autre a 3 composants. Les valeurs indiquent que ces 

25 pseudo-substrats sont mieux reconnus que le substrat de 
reference {valeurs des K K ), ce qui s' explique par le 
caractere plus lipophile de ces conjugues par rapport a 
la reference 4-me thylumbel 1 i f ery-glucopyranos ide vis a 
vis d'une enzyme dont le substrat est lui me me tres 

30 lipophile ( (3-glucosyl-ceramide) ; d' autre part les 
valeurs V ;n/ montrent que les actifs sont bien relargues 
et ceci avec des cinetiques compatibles avec l'objectif 
vise, a savoir un effet dans le temps a partir d'un 
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pseudo-substra t applique sur la peau en quantite 
mini male ma is qui sera in tegra lenient utilisee. 

La strategic pr6sentee prececlemmen t peut etre 
etendue et modifiee dans differentes directions. A 
5 titre d' exemples : 

- modification de 1 ' espaceur : 

Celui-ci peut etre modifie en une structure plus 
proche de celle du substrat naturel (p- 
Glucocerebroside) dans lequel 1' espaceur est apparente 

10 au glycerol. Le glucoconjugue correspondant glucose- 
glycerol (L ou D) - acide retinolque a egalement ete 
synthetise et etudie. Notons que les deux groupements 
hydroxyle libres sur le glycerol permettent de fixer 
sous forme d' ester deux unites retinoiques par molecule 

15 de complexe. Dans ce cas de figure, 1' action 
complementaire a I'activite retinolque est celle d'un 
effet hydratant apporte par la liberation in situ du 
glycerol ; 

20 - association a I'activite retinolque de proprietes 
anti-oxydantes de flavonoXdes : 

Un certain nombre de flavono'ides d'origine 
naturelle sont associes a une partie saccharidique qui 
leur confere des proprietes d' amphiphiles . 

25 C'est par exemple le cas des genistines ou de la 

daidzine. L' absorption de tels composes par la surface 
cutanee est done assuree. A cette premiere activite 
d' anti-oxydant, est associee I'activite retinolque par 
fixation d'une ou plusieurs molecules d' acide 

30 retinolque par unite flavone. Les structures 
correspondantes sont presentees ci-apres : 
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Rifiinonto do gcnisiiitc 



En conclusion, la presente invention montre le 
parti qu'il peut etre pris des activates- p- 
5 Glucocerebrosidase et esterase de la surface cutanee 
pour obtenir la liberation de differents types d'actifs 
a partir de bio-precurseurs glucosyles. 

La structure des gluco-conj ugues correspondants 
assure, une bonne penetration en raison de leur 
10 caractere d'amphiphile et done une utilisation 
optimale, une tres bonne reconnaissance par la premiere 
enzyme (3-glucocerebros ida se du fait de la .presence d'un 
ou plusieurs residus retinyl lipophiles et une 
liberation des actifs avec une cinetique assurant une 
15 coupure effective et un effet avec remanence dans le 
temps . 
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Les syntheses des gluco-con j ugues , leur 
formulation ainsi que leur activity en_tant que pseudu- 
substrats sont deer its c.i-dessoua : 

a) Synthese des bioprecurseurs 
5 Le retinoate d'arbutine (p-re tinoyl-phenyl- 

glucopyranoside) est prepare a partir de l'arbutine et 
du chlorure de retinoyl selon le schema reactionnel 
suivant. 



o 




I\mMiHukjy^lkaiyl-£luix>|iyraik>sh.Ic 

Cette reaction de couplage resulte d' une 

10 deshydrogena tion selective et initiale de la fonction 
phenol suivie d'une attaque nucleophile du phenoxy 
forme sur le chlorure d'acide. La deshydrogena t ion 
selective est obtenue par 1' addition, au maximum, d' un 
equivalent de base (generalement 0.9 equivalent) 

15 reagissant sur le groupement phenol (pKa=9) de pKa bien 
plus faible que les autres fonctions hydroxyle de la 
partie glucose (pKa > 16) . 

Preparation du chlorure de retinoyl 

A une suspension de Ig (3.32 mniol) d'acide 

20 retinoique dans 15 ml de chlorure de methylene anhydre 
refroidie a 0°C, mamtenue sous argon et contenant 
0.32g de pyridine (0.4 mmol) , on ajoute, goutte a 
goutte, 0.41 g (3.3 mmol) de chlorure de thionyle dans 
le chlorure de methylene (2 ml) . On laisse revenir a 

25 temperature ambiante et on poursuit 1' agitation pendant 
1 heure. On filtre sur laine de verre le sircp rouge 
obtenu qui est immedia tement utilise dans I'etape 
suivante . 
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Preparation du retinoate d'arbutine (p-retinoyl- 
phenyl -glucopyranoside) 




A une suspension de 50 mg (2.1 minol) d' hydrure 
5 de sodium dans 10 ml de DMF anhydre refroidie a 0°C et 
maintenue sous argon, on additionne, goutte a goutte, 
0.7 g (2.6 mmol) d'arbutine. On ajoute lentement les 15 
ml de la solution de chlorure de retinoyl prepares 
precedemment et on agite le melange pendant 1 heure en 
10 laissant revenir a temperature ambiante. On hydrolyse 
l'exces de chlorure d'acide par 5 ml d'eau et on 
neutralise par aj.out de quelques gouttes d'une solution 
saturee d' hydrogenocarbonate de sodium. La phase 
organique extraite, sechee et evaporee sous vide est 
15 purifiee par HPLC ( C18 : MeOH-H.O : 85-15) . 

On obtient 1.1 g de cristaux rouges. Rd= 73 V, . 

RMN l H (CDC1 3 ) 5 ppm : 

20 6.9-7.1 (m,5H, H-2', 3', 5', 6', 11"), 6.1-6.35 

<m, 4H, H-7", 8" -CH=CH, 10", 12" -CH=CH) , 5.88 (s, 1H, 
H-14" -CH=CH-) , 4.84 (d, 1H, H-l), 3.3-3.9 (m, 6H, H-2, 
3, 4, 2 H6), 2.3 {1 s, 3H, H-20" -CH.,) , 1.97-2.03 (Is 
et m, 5H, H-19" -CH-., 4" -CH;), 1.36-1.68 ( lm, Is, 7H, 

25 H-2", 3" -(CH,),, 18" -CH,) , 1.02 (Is, 6H, H-16", 17" - 
CMe,) . 



30 



RMN : - ( C (CDClj) 5 ppm : 

166 ( C-15") 155.5 (C-13"), 154.7 (C-1'J, 145.6 
(C-4'), 140.2 (C-9"), 137.7 (C-6"), 137.4 (C-3"), 135.1 
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(C-12"), 131.9 (C-ll"), 130 (C-5"), 129.7 et 125.9 (C- 
10", 7"), 122.0 (C-3', 5'), 117.8 (C-14"), 117. 4 (C- 
2', 6'), 100.1 (C-l), 75.7 { C-3) , 75 (C-5), 71.5 (C-2), 
70.1 (C-4), 61.7 (C-6), 39.6 <C-2 M ), 34.3 (C-l"), 33.2 
5 (C-4"), 29 (C-16", 17"), 21.8 (C-18"), 19.3 (C-3"), 
14.1 et 13 (C-20", 19") 

IR : 3418 cm" 1 OH, 1700 cm" 1 (ester C=0) , 1684, 
1576, 1504, 1447, 1358, 1195, 1129 cm" 1 (CO) 
10 SM (m/z) 555 (M*+l), 577 (M + +Na). 

Dans le but d'etudier la cinetique de coupure du 
retinoate d'arbutine par la pglucocerebrosidase, nous 
avons synthetise le produit de son hydrolyse : le p- 
retinoate de 4-hydroxyphenyle . 

15 



Preparation du p-retinoate de phenol 




On ajoute 300 mg de Na. : CO;, (2.8 mmol) seches a 
une solution d' hydroquinone (300 mg, 2.7 mmol) dans 

20 1' acetone anhydre (15 ml) maintenue sous argon , puis 
lentement les 15 ml de la solution de chlorure de 
retinoyl (max 3 mmol) prepare precedemment . Apres 1 
heure d' agitation, on hydrolyse le chlorure d'acide en 
exces en ajoutant 5 ml d' eau et on neutralise le milieu 

25 par ajout de quelques gouttes d' une solution saturee de 
NaHCOji . La phase organique extraite, sechee, evaporee 
sous vide et purifiee par HPLC (C 1H : eluant MeOH-H : 0 : 
90-10) fournit 0.61 g de cristaux rouges (Rdt = 52 ) . 

30 RMN l H (CDCli) 5 ppm : 
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6.95 et 6.78 (2d, AH, H-2', 3', 5', 6', J = 
11Hz), 7.07 (dd, 1H, H-ll"), 6.1-6.4 (m, AH, H-7", 8" - 
011=011, 10", 12" -Cll=CH), 5.8 is, 1H, H-14" -CH=Cll->, 
2, A (1 s, 3H, H-20" -CH.i) , 2-2.1 (Is et m, 5H, H-19" - 
5 CH,, 4" -CH,), 1.4-1.72 (lm, Is, 7H, H-2", 3" -<CH_.);-, 
18" -CHj), 1.02 (Is, 6H, H-16", 17" -CMej) . 

RMN 13 C (CDC1 3 ) 6 ppm : 

166.4 ( C-15"), 155.3 (C-13 M ), 153.8 (C-l'), 
10 143.9 (C-4'), 140.3 (C-9"), 137.7 (C-6"), 137.4 (C-8"), 
135 (C-12"), 131.9 (C-ll"), 130.2 (C-5"), 129.5 et 
128.9 (C-10", 7"), 122.8 <C-3' , 5'), 117.8 (C-14"), 
117.3 (C-2' , 6' ) , ' 39. 6 (C-2"), 34.3 (C-1"J, 33.2 (C-4"), 
29 (C-16", 17"), 21.8 (C-18"), 19.3 (C-3"), 14.2 et 13 
15 (C-20", 19") 

SM (FAB/ MNBA) m/Z : 415 (M'+Na) . 

Synthese du derive diret inoyl- 1 , 2-propanyl- 
20 glucopyranoside (conjugue glucose-glycerol-acide 
retinoique) 

La figure ci-dessous decrit le schema reactionnel 
que nous avons emprunte pour realiser la synthese des 
composes 6 et 7 ( enant iome res en C; de l'espaceur 
25 glycerol) . 
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La deacylation selective en position 1 a ete obtenue 
par aminolyse du glucopyranose peracetyle 1 en met tan t 
en ocuvre 1' ammoniac dans le melange (THF-MeOH : 7-3). 

Le gluco-con j ugue 3 a ete prepare selon la 
5 methode de Schmidt (Schmidt, R.R. Angew. Chern. Int. Ed. 
Engl. 1986, 25, 212) qui permet un couplage 
s tereoselectif en utilisant 1' imidate comme activateur 
nucleof uge . 

Cet intermediaire est synthetise par action de 

10 l'hydrure de sodium sur le glucopyranose deprotege en 
C-l, qui tranforme en alkoxyde, reagit comme 
nucleophile sur le trichloroacetonitri le pour cionner 
l'a-imidate 2. 

Le spectre IR de ce compose presente la bande 

15 . caracteris tique . a 1670cm" 1 attribuable a la . liaison 
imine C=N Le spectre RMN l H de ce compose comporte un 
doublet a 6.6 ppm qui traduit la presence de 
1'hydrogene en 1 couple a 1'hydrogene sur le carbone C- 
2, dans une configuration a (J = 3.5 Hz) . 

20 En presence d' acide de Lewis (BF3 etherate) , l'a- 

imidate tetraacetyle 2 reagit avec un alcool dans le 
chlorure de methylene et conduit a la formation du 
glucoconjugue cor respondant . Cette reaction resulte 
d' une activation initiale de la fonction imidate par 

25 1' acide de Lewis, suivie d' une attaque nucleophile de 
1' alcool sur le carbone 1 de la partie osidique pour 
donner exclus ivement le derive fi-glucosyle (J=8Hz en 
Ci> . 

La deprotection des glucocon j ugues te t raace t y 1 es 
30 est obtenue par traitement par resine echangeuse d' ions 
(amberlyst A-26 (CH) selon une serie d' echanges 
ioniques a la surface cie la resine. 
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Une filtration rapide apres tine nuit de contact 
avec la resine permet d' isoler facilement avec un 
rendement important lc compose hydrosoluble doprotege. 

La silylation des derives osidiques par le TBDMS 
5 triflate ne conduisant generalement qu' a de tres 
faibles rendements (T. Limori, H. Takashashi and S. 
Ikegami, Tetrahedron Lett., 1996, 37, 649), nous avons 
mis au point les conditions d' obtention d'une 
silylation des 4 fonctions hydroxyle libres du 
10 glucopyranose . La structure du derive obtenu est 
etablie par le spectres de RMN 1 H : la presence des 
protons methyliques des groupes TBDMS et leur 
integration etablit avec certitude la tetrasilylation . 

L'hydrolyse selective de 1'acetal 4 sans le 
15 depart concomitant des protections silyl a pu etre 
obtenue avec un rendement de, 66 % en utilisant un exces 
d' ethane-dithiol en presence d'une quantite catalytique 
d'acide p- toluene-sul f onique dans le chlorure de 
methylene. La structure du compose 5 est deduite des 
20 spectres IR (bande OH a 3390 cm" 1 et de masse (FAB M' + 
Na= 733), des spectres de RMN du proton et du K 'C qui 
montrent la disparition des methyles de 1'acetal. 

La double esteri f ication est obtenue avec 76 I de 
rendement, selon la methode appliquee precedemment . 
25 Ainsi, en presence de deux equivalents d'hydrure de 
sodium, le diol reagit avec le chlorure de retinoyl 
pour donner le di-ester attendu. Les caracter is tiques 
spectrales sont conformes a la structure proposee. Les 
spectres RMN l H et 1:i C montrent la presence des synthons 
30 retinoiques et glucose tetrasilyle. 

L'etape finale de deprotection des groupes 
hydroxyle portes par le motif sacchar idique a ete 
ensuite pratiquee dans du THF anhydr.e , en presence de 4 
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equivalents de TBAF et conduit au conjugue glucose- 
glycerol-acide retinoique 6 avec un rendement de 90 v.. 

(TBDMS = LerL-butyldimethylsilyl ; TBAF = tetra- 
n-butylammonium fluoride) ) 
5 Preparation du derive 3 




On ajoute lentement, 100 mg d'etherate de BF 3 en 
solution dans 1 ml de CH^Cl? a un melange refroidi a - 
10°C de 1.6g d'imidate (4.6 mmol) et de 0 . 6g d'a,p- 

10 isopropylideneglycerol (4.6 mmol) dans 30 ml de CH.C1... 
On maintien 1' agitation pendant 2h, on lave avec NH 4 C1 
sature et on neutralise avec une solution saturee de 
NaHCOj. Apres sechage (MgSO.j) , on concentre sous 
pression reduite et on purifie le residu brut par 

15 chromatographie flash (eluant : hexane-ace ta te 
d'ethyle : 3-2). On obtient 1.74g (3.8 mmol) de 
cristaux blancs. 

RMN *H CDC1 3 5 ppm (300 MHz ) : 

20 4.36-5.19 (m, 3H, H-l, 2, 3), 4.59(dd, 1H, H-5) , 

4.23-3.57 (m, 8H, H-4, 8, 2H6, 2H7, 2H9) , 1.96-2.07 
(4s, 12H, Ac), 1.39 et 1.32 (2s, 6H, CHj acetal) . 

RMN l:i C (CDC 1.0 5 ppm : 
25 169.3-170.7 (4s, 4 OCOR) , 109.4 (C. 

isopropylidene) , 101 (C-l), 74.2 (C-8), 72.8 (C-3) , 
71.9 (C-5), 71.2 (C-2), 69.2 (C-7), 68.4 (C-4), 66.8 
(C-9), 61.9 (C-6 ), 26.6 et 25.4 (2CH 3 des acetals. 
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IR : 1756 cm" 1 (ester C=0) , 1370, 1229, 1167, 1050 
cm' 1 (CO) 

Preparation du derive silyle 4 




5 R =Si t BuMe 2 

On laisse pendant 24 heures a temperature 
ordinaire, une solution de 400 mg (0.86 mmol) du gluco- 
conjugue 3 dans 20 ml de MeOH contenant 75 mg de resine 
Amberlyst A26. La solution filtree et concentree 
10 fournit 250 mg de derive glucopyranoside deprotege 
(0.85 mmol) . 

Une solution du derive deprotege precedent (250 
mg) contenant l.lg de lutidine (10 mmol) dans 15 ml de 
chlorure de methylene anhydre, refroidi a 0°C et sous 

15 argon, est additionnee de 1.8g (6.8 mmol) de TBDMS 
triflate. Le melange est maintenu sous agitation a 
temperature ordinaire pendant 30 heures. La solution 
organique lavee, sechee et evaporee sous vide fournit 
apres purification par chromatographic flash, 0.4 g de 

20 resine incolore ( eluant : Hexane-AcOEt : 30-1) . 

RMN l H CDClj 5 ppm (300 MHz) : 

4.68 (d, 1H, H-l, Jaa=10 Hz), 4.32 (dd, 1H, H-3), 
4.05 (t, 1H, H-3), 3.58-3.89 (m, 9H, H-2, 4, 5, 2H6, 
25 2H7, 2H9), 1.35 et 1.41 (2s, 6H, CH., acetal), 0.85-0.9 
(4s, 36H, 4 Si'Bu), 0.04-0.09 (4s, 24H, SiMe : 0 . 



RMN K1 C (CDCI3) 5 ppm 
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109 (C.,.,.-,.:, isopropylidene) , 102.3 (C-l), 82.4 (C- 
3), 79.1 (C-5), 77.5 (C-2), 74.5 (C-8) , 70.2 (C-4), 
70. 1 

(C-7), 67.6 (C-9), 64.2 (C-6 ), 26.9 et 25.5 
5 (2CH 3 des acetals), 25.9 (CH.i ( l Bu)), 17.9-18.4 (4s, 
C qu «-Si), -4.11-(-5.4) (4s, CHjSi) . 



SM (FAB/ ONPOE) m/z : 773 (M' + Na) 

IR : 1472, 1361, 1255, 1096 cm" 1 (CO) 




R=Si l BuMe2 

A une solution de lg de 4 (1.33 mmol) dans 20 ml 
de chlorure de methylene, on ajoute sous argon et sous 

15 agitation mecanique 0.88g d'ethane dithiol (9.33 mmol) 
et 25 mg d' acide p-toluene sulfonique (0.132 mmol). On 
maintient 1' agitation pendant 15 heures encore. Apres 
lavage avec une solution saturee de NaCl, sechage 
(MgS04) puis filtration, on recupere apres 

20 concentration sous vide un residu qui est purifie par 
chroma tographie flash (hexane-ace tate d'ethyle : 1-1). 
On recueille ainsi 0.625g d'huile incolore (Rdt = 66 
) - 



25 RMN ; H CDCl-i 5 ppm (300 MHz) : 

4.67 (d, 1H, H-l, Jaa-10 Hz), 3.53-3.98 (m, 13H, 
H-2, 3, 4, 5, 2H6, 2H1', 2H2', 2H3' , 2 OH), 0.85-0.9 
(4s, 36H, 4 Si c 3u), 0.038-0.09 (4s, 24H, SiMe : ). 
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RMN l l C (CDC1.) 5 ppm : 

103.3 (C-l), 82.7 (C-3), 78.9 (C-5), 78.2 (C-2), 

72.2 (C-l' ), 71 (C-4), 70.2 (C-2' ), 04. 2 <C~G), 03.9 

(C-3' ), 25.9 <CH_, ( l Bu)), 18.4-17.9 (4s, C.^Si), - 
5 4.11- (-5.4) (4s, CHjSi) . 



SM (FAB/ ONPOE) m/ z : 733 (M*+Na) 

IR : 3390 cm" 1 (OH), 1384, 1218, 1078 cm' 1 (CO) 

10 Preparation du derive 6 (S)ou 7 (R) 




La double esteri f ica tion est conduite selon le 
mode operatoire decrit pour la synthese du retinoate 
d'arbutine, mais ici nous prenons le chlorure de 
15 methylene comme solvant et utilisons 2 equivalents 
d' hydrure de sodium. La separation du compose esterifie 
qui se trouve dans la zone Rf=0.2 elue par le melange 
(Hexane-AcOEt : 25-1) est realisee par chromatographic 
flash. 

20 On desilyle le diester obtenu (0.68g, 0.53 rnmol) 

par 2.3 g de TBAF (7.4 mmol) dans 15 ml de THF anhydre. 
Apres 4 h d' agitation, lavages de l'extrait et 
evaporation a sec, on purifie par CCM sur gel de 
silice, type 60, dans un melange CH-Cl :: -MeOH (95-5) Rf 
25 =0,3. On isole 0,4 g de cristaux rouges. 
( 6, cx l} = - 8 0 , forme S ) 
(7,a D = + 12°, forme R) 
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RMN l H CDCl.i 5 ppm (300 MHz) : 

6.97 (dd, 2H, H-ll' , 11"C=CH, JJ« lGHs), 6.08-6.3 
(m, 8H, H-7', 7", 8', 8"-HC=CH, H-10',10", 12', 12" 

-C=CH), 5.74 (s, 2H, H-14', 14"-CH=CH, ) , 4.32- 
5 4.37 (m,2H, H-1,8), 3.23-3.96 (m, 14H, H-2, 3, 4, 5, 
2H6, 2H7, 2H9), 2.3 (s, 6H, H-20' , 20" -CH.0 , 1.97-2.03 
(Is et m, 10H, H-19',19" -CH 3 , H-4', 4" -CHj) , 1.36- 
1.68 (lm, Is, 14H, H-2', 3', 2", 3" -(CH : ) : ., H-18', 18" 
-CH 3 ), 0.94 7 0.98, 1, 1.01, (4s, 12H, H-16', 16", 17', 
10 17" -CMe_>) . 

RMN l3 C ( C DC 1 3 ) 5 ppm : 

167, 166.5 (C-15', 15")/ 154.3, 153.8 (C-13', 
13"), 140 (C-9', 9"), 137.7 (C-6,' 6"), 137.3 (C-8, 

15 8"), 135.1 (C-12', 12"), 131.6 (C-ll', 11"), 130.4 <C- 
5', 5"), 129.6 et 128.8 (C-10', 10", 7', 7"), 117.9 <C- 
14', 14"), 103.7 (C-l), 76.1 (C-8), 73.7 (C-3,5), 70 (C- 
2,4), 68.3 (C-7), 62.5 (C-9), 62 (C-6), 39.6 (C-2', 
2"), 34.3 (C-l', 1"), 33.2 (C-4', 4"), 29 <C-16', 16", 

20 17', 17"), 21.8 (C-18', 18"), 19.3 (C-3' , 3"), 13.8 et 
13 (C-20' , 20", 19' , 19" ) 

IR : 3427 cm" 1 OH, 1706 cm' : (ester C=0) , 1609, 
1457, 1384, 1237, 1141, 1083 cm -1 (CO) 

25 SM (FAB/ MNfBA.) m/z : 841 (M' + Na) 

b) Formulations 

Les compositions selon 1' invention contiennent de 
0,001 a 10 ?, en poids, de preference 0,01 'K a. 0,1?, en 
30 poids, de precurseurs d'actifs par rapport au poids 
total de la composition. 

La composition selon 1' invention peut se 
presenter sous forme d' emulsion huile dans eau (H/E) ou 
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eau dans huile (E/H). Elle peu t encore se presenter 
sous forme de spherules comme liposomes, les 

nanocapsules ou les nanospheres . 

Lorsque la composition est une emulsion , la 
5 proportion de la phase grasse va de 5 a 80 en poids, 
de preference de 5 a 50 % en poids, par rapport au 
poids total de la composition. Les huiles, les 
emulsionnants et les coemulsionnants utilises dans la 
composition, sous forme d' emulsion, sont choisis parmi 

10 ceux classiquement utilises en cosmetique. 
L' emulsionnant et le coemulsionnant sont presents, dans 
la composition, en une proportion allant de 0.3 a 10 % 
en poids, par rapport au poids total de la composition. 

La composition selon 1' invention peut egalement 

15 contenir des additifs cosmetiques ou dermatologiques 
acceptables . Ces additifs peuvent etre, en particulier, 
des antioxydants, des bioprecurseurs de ces 
antioxydants comme le 5- tocopheryiglucopyranoside, des 
tens ioacti f s , des corps gras, des agents hydratants, 

20 des conservateurs , des parfums, des gelifiants, des 
chelateurs, des pigments comme l'oxyde de titane, des 
filtres et des vitamines libres comme i'acide 
ascorbique. 
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c) Etude enzymatique 



- Comparaison des activites [3-glucocerebrosidase 
et esterase 

30 La technique de stripage permet de doser avec une 

precision tres sat is f a isante ces deux activites 
distinctes a partir d' un meme prelevement. Nous avons 
utilise, pour cela, deux substrata artificiels, le 4- 
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methyl-umbelli feryl-p-D-glucopyranoside (2 niM) pour le 
dosage de 1' activity P-glucocerebros idase et le 4- 
methyl-umbelli feryl-palmitate (2 inM) pour celui des 
es terases . 

5 Le tableau suivant donne la quantite de 4-jnethyl- 

umbelliferone liberee suite a l'hydrolyse en 1 heure 
par les p-glucocerebrosidase et esterase extraites de 
trois stripages de 25 cm 2 . 

On note qu'a pH cutane (pH = 5.5), l'activite p- 
10 glucocerebrosidase est en moyenne deux fois plus elevee 
que celle de 1' esterase. 





P- 

glucocerebros idase 


Esterase 


Acti vi tes 
ponderees 
nmoles/ heure/ 
pg de proteines 
totales 


0/23 ±0,1 


0, 13 ± 0, 08 



Reconnaissance et hydrolyse des pseudo- 

substrats 

15 Apres avoir verifie que la P-glucocerebros idase 

est exprimee dans les kera tinocytes , nous avons produit 
une enzyme recombinants dans le systeme baculovirus. 
Une queue histidine a ete rajoutee a l'extremite COOH 
de la proteine pour permettre sa purification par 

20 chromatographic sur colonne d'af finite. 

Ainsi, nous avons pu determiner les constantes de 
Michaelis (Km) et les Vm de la P-glucocerebros idase 
recombinante pour notamment le glucc-conj ugue acide 
retinoique arbutine. Les mesures de cinetique sont 

25 effectuees dans un tampon phtalate a pH 5.6 (0.025 M) 
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confcenant du taurocholate (5 mM) , de la p- 
glucocerebrosidase purifi6e et le conjugue 6tudi6 aux 
differentes concentrations. L' incubation dure 30 
minutes et le dosage de la quantite du conjugue 
5 hydroquinone-acide retinoique libere est realise par 
HPLC. Le tableau ci-dessous donne les resultats 
obtenus . lis montrent en termes d' af finite que les deux 
glucocon j ugues etudies sont bien meilleurs substrats 
que la reference. En ce qui concerne leur vitesse 
10 d'hydrolyse, elle est inferieure et permet done 
d'obtenir des effets dans le temps. 



4f 



Substrats 


Km 


Vm 

ponderee par 
la quantite de 
proteines 
solubles . 

4000 ± 1000 
nmoles/ h/ mg 


4 -Me thy 1 umbel 1 i f eryl- 
glucopyranoside 


2,8 + 0, 7mM 


5-Tocopheryl- 
glucopyranoside 


7 ± 1 pM 


453 ± 20 
nmoles/ h/ mg 


Retinoate d' arbutine 




5 ± 1 , 2 uM 


235 ± 19 
nmoles/ h/ mg 


Diretinyl-glyceryl- j 3,6 ± 2,5 uM 
glucopyranoside 7 ( R) j 


74 ± 7 
nmoles/h/ mg 


Diretinyl-glycerol- \ 5 ± 6,4 uM 
glucopyranoside 7 (S) j 


17 + 0,4 
nmo les/h/ mg 
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REVINDICATIONS 



1 . Complexe glucosyle ternaire, bioprecur^eur d'au 
moins tin principe actif retinoique, destine a une 
5 application percutanee, de formule (I) 



^ r OH 



(I) 

dans laquelle 

- E represente un groupement espaceur hydrocarbone 
lineaire, ramifie ou cyclise, de caractere 

10 aliphatique ou aromatique pouvant contenir un ou 
plusieurs heteroatome (s ) d'oxygene et pouvant porter 
un ou .plusieurs groupe(s) carbonyle, 

- A -represente un reste d'une molecule dudit principe 
actif retinoique, lie au groupement espaceur par une 

15 fonction carboxylate, 

- n = 1 ou 2 . 



2. Complexe glucosyle selon la revendica t ion 1, 
caracterise en ce que le principe actif retinoique 

20 est l'acide retinoique. 

3. Complexe glucosyle selon 1 1 une des revendica t ions 1 
a 2, caracterise en ce que le groupement E 
represente un groupement dote d'une activite 

25 pharmaceut ique et/ou cosmetique complements i re . 

4. Complexe glucosyle selon 1 'une des revendicat ions 1 
a 3, caracterise en ce que le groupement E est dote 
d'une activite d' hydrata t ion, de depigmentation, 

30 et/ou antibacterienne . 
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5. Complexe glucosyle selon 1 1 une des revendicat ions 1 
a 4, caracterise en ce que le groupement E 
represente un groupement deriv6 du glycerol L ou D, 
de 1' hydroquinone, ou de flavonoldes, en particulier 

5 de flavonoldes d'origine naturelle. 

6. Complexe glucosyle selon 1 1 une des revendicat ions 1 
h 5, caracterise en ce qu' il est choisi parmi : 

le para-retinoyl-phenyl-glucopyranoside, 
10 - le diretinoyl-1, 2-propanyl-glucopyranoside, 

- le retinoate de daidzine,et 

- le retinoate de genistine. 

7 . Composition pharmaceutique ou cosmetique a usage 
15 topique, caracterisee en ce qu'elle contient un 

complexe glucosyle selon l'une des revendicat ions 1 
£ 6, associe a un vehicule approprie pour 
1' administration percutanee. 

20 8 . Composition selon la revendica tion 7, caracterisee 
en ce que lorsqu'elle est appliquee sur la peau, 
ledit complexe subit une double reaction 
enzymatique, d' abord de type fi-glucocerebros idase 
conduisant a l'hydrolyse entre le glucose et le 

25 groupement espaceur, puis de type esterase 
conduisant a l'hydrolyse entre le groupement 
espaceur et le principe actif, ce dernier etant 
ainsi libere de facon retardee sans effet 
d' accumulation dans les differentes couches de la 

30 peau. 



9 . Composition selon l'une des revendicat ions 7 ou 8, 
caracterisee en ce qu'elle contient de 0,001 a 10 : >, 



# 
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en poids, de preference 0,01 a 0,1* en poids, de 
complexe glucosyle par rapport au poids total de la 
compos i t ion . 

Composition selon l'une des revendica tions 7 £ 9, 
caracterisee en ce qu'elle se presente sous forme 
d' emulsion. 



11. Composition selon l'une des revendica tions 7 a 9, 
10 caracterisee en ce qu'elle se presente sous forme de 

spherules, comme les liposomes, les nanocapsules ou 
les nanospheres . 

12. Procede de preparation d' un complexe selon l'une 
15 des revendications 1 a 6, caracterise en xe que l'on 

fait reagir un compose de formule (II) 

-OH 

HO 



HO^L- £^0~E-(oh} (II) 



avec le principe actif sous forme de chlorure d'acide. 

20 13. Procede selon la revendication 12, caracterise en 
ce que le compose de formule II repond a la formule 
suivante Ila : 
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14. Procede selon la revendica t ion 12, caracterise en 
ce que le compose de formule II r&pond a la formule 
suivante lib : 



^ r OH 
HO-^L- £pjL^ ( 



OH 



,OH 



15. Procede selon l'une des revendications 12 a 14, 
caracterise en ce que le chlorure d'acide est le 
chlorure de retinoyle. 



ORiGi N a. 
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